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 前報でカゼイン25°o,カ ゼイ ン15°o,カ ゼイ ン9°o
+0.2°oシ スチ ンお よびカゼイン9°o+0.2%シ スチン
+0.2%ス レオニ ンをそれ ぞれのたんば く質源とする
飼料で,コ リン添加群 と無添加群に分け て,30。Cお
よび25。Cで 生後6週 お よび4週 のWistar系 シ ロネ
ズ ミを4週 間飼育 した場合,体 重の増加傾向および4
週後の肝臓重量はほ とん ど変 らないが}飼 料中のたん
ば く質含量が減ずるにつれて,体 たんば く質の増加は
減 り,体 脂肪に よる体重の増加分が増 え る傾 向 にあ
り,肝 脂肪含量 も増加する。 また食餌中のコ リンの欠
乏は この脂肪蓄積を促進 し,30。C飼 育群 では コリン
欠乏により15%カ ゼイ ン以下の ものでは,眼 球より出
血 し,食 欲を減 じ,死 亡す るものが多いこと。 この低
たんば く含量およびコ リン欠乏食による脂肪の蓄積お
よび死亡率の増加は,雌 よりも雄に顕著にあ らわれ る
ことな どを知 った。一方,食 餌組成による脂肪肝の発
                  2)
現 について は,オ ロチ ン酸 添加 に よる もの,エ チオニ
       3)                4)
ン添 加に よる もの,ア ル コー ルの過 剰摂取,コ リンの
 5)          6)
欠乏,四 塩化炭素中毒,低 たんば く食およびア ミノ酸              7)
のインバランスに よるものなど多 くの原因が知 られて
いる。脂肪肝の発生機構 としてはなお不明の点が多い
が,多 くの脂肪肝では肝臓中の リン脂質含量が低下 し
てお り,こ れが脂肪酸の β一酸化酵素の活性低下 の原




供給が増加 し,脂 肪酸合成系の活性化することが知 ら
              2)
れ,オ ロチ ン酸添加 に よる脂肝 をは じめ多 くの場合 に
Glycolysis系 とペ ン トースサ イ クルの分岐点 に当 る,
ペ ン トースサ イ クル の導 入 酵 素glucos-6-phosphate
dehydrogenaseの 活 性が増 加す る ことが報告 されてい
第1表  飼  料  組  成









































Amino-N 3.251 1.952  .. 1.219
Calorie values Kcal/1008340 340 340 340
  *A,B, C,Dは 塩 化 コ リン0.2g/餌 料100g,を 添加,
*本 学教 授 **本 学 講師
A',B', C', D'は コ リ ン無 添 加
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る。食 解中のた んば く質含量 の変 化に よる酵 素系 の変
化につ いては主 としてxathine oYydase, arginaseな
どの ア ミノ酸 の代謝系 お よび脂肪 の合成,分 解酵素,
お よびalddase, glucose-6-phosphate dehydrogenase
な どにつ いて報 告 され て い るが,解 糖系 の酵 素活性 の
変 化につ いて は まだ 解明 され ていな いので,前 報 で体
成分 の変 化を報 告 した シ ロ1ネ ズ ミ肝臓 の phospho・
glucomutase, glucose-6-phosphatase, fructose-1,6-
diphosphatase,お よ び3炭 糖 系 のphospho91ycero・
mutase活 性 を測定 し,そ の活性 の変化 と食 餌中 のた
んぱ く質含 有量 お よび コ リン含有 量 との関係 につ いて
検討 してみ た。そ の食餌組 成は第1表 の通 りであ る。
実 験 方 法
 前報で示 した カゼイ ン25°o(A群),カ ゼイ ン15%
〈B群),カ ゼイ ン9°o十 〇.2%シ スチ ン(C群),お よび
カゼ イ ン9,%十 〇.2°oシ スチ ン十〇.2°0ス レオ ニ ン(D
群)飼 料な らびに,そ れ ぞれの コ リン欠乏飼料(A群,
B'群,C'群, D'群 とす る)で30。Cお よび25℃ で
飼 育 したWistar系 シ ロネズ ミを試 料 とした,各 群 の
ネズ ミは飼 育期 間終了後3時 間絶 食 させた 後,断 頭屠
殺 し,肝 臓 をすみ やかに取 り出 し,秤 量後 ドライ アイ
スで凍結 させ,-25℃ で冷臓 した。 この肝臓 を融 解 さ
せたの ち全 量 また は一 部を と り,Tris bufferを 加 え,
テフ ロンホモ ジナ イザー中で磨砕 して酵 素液 と した。
 酵素液 の調製:30。C飼 育 群 で は 各群 雄,雌1頭 の
肝 臓含量 を合 し,4倍 量のM/20Tris buffer(pH
7・5)を 加え,冷 却 しつ つ テ フロ ンホモ ジ ナ イ ザ ー中
で磨砕 したホ モジネ ー トをそ の まま酵素液 と した。
 25℃ 飼育群 では 各群雄,雌 に 分け,各2頭 の肝臓
4gず つ を合 し,4倍 量 のTris bufferを 加 え,前 同
様に して酵素液 を調製 した。
 た んば く質の定 量:酵 素液 中のた んば く質の定量 は      う
Lowryの 方法 に準 じて下 の よ うに して行 な った。
 試 薬 (1)0.1N-NaOH溶 液 に2%のNa2CO3を溶
解 した もの。
 (2)1%Na-Tartatrate・2HZO溶液1こ0.5°oのCu
SO、・5H20を 溶 解 した もの。
 (3)ア ル カ リ性 銅液:使 用直前 に試 薬(1>50m1と 試
薬(2)1m1混 合 して調 製す る。
 (4)Lowry試 薬(Phenol試 薬)市 販 のLowry試
薬 を蒸留水 で2倍 に希 め て使用 した。
 定量.酵 素液1m1に アル カ リ性 銅液5m1を 加 え,
10分 間放置 した のちLowry試 薬0.5 m1を 加 え てすば
や く混合 し,30分 後G'750m,uの 波長 で島津 ボ ッシ ュ
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 Fructose-1,6-diphosphatase活性 の 測 定:fructose




MgCl20.5 rnl,酵 素 液0.5 m1を 混 合 し て 反 応 液 と し
た 。 基 質 の 存 在 し な い 状 態 で25℃,20分 間preincu・
batiOnし た 後,基 質 の 添 加 で 反 応 を 開 始 さ せ る 。25℃
で 反 応 さ せ,300Trichloroacetic acid O.5 mlを 加 え
て 反 応 を 停 止 さ せ た 。0℃,30分 放 置 後,遠 心 分 離 に
て 上 清2.5mlを と り,カ セ イ ソ ー ダ0.5 m1を 加 え て
            ユの
中和 し,Fiske-Subbarow法 に よ り無 機 リンを定 量 し
た。
 上記反応 条 件下で10分 間に1μgの 無 機 リンを 生成
せ しめ る酵 素 量を1unitと す る。 ま た 比活度 は酵素
液 のた んば く質1mg当 りの有 す るunitで 表示 す る。
 Glucose-6-Phosphatase活性 の測定:glucose-6-
phosphatase活 性の 測定 は次 の よ うに して行な った 。
5×10蜘3Mの9玉ucose-6-phosphate(pH 7.5)0.5 m1,
0.1MのTris-HCI buffer(pH 7.5)0.5 m1お よび酵
素液0.5mlに 水1mlを 加 えて2.5 mlと した ものを反
応 液 とす る。基 質の存在 しな い状 態 で25。C,20分 間
preincubationし たのち,基 質 の添加 で反応 を 開始 さ
せ る。25。Cで 反応 さ せ,30°o Trichloroacetic acid
O.5mlを 加 えて反応 を停 止 させ る。0。C,30分 放置 後
遠 心 分離 して上清2.5mlを と り,カ セイ ソーダ0.5m1
を加 えて中和 後,Fiske-Subbarow法にこよ り無機iリ ン
を定量 した 。
 上記 反応条 件下で10分 間に1μ9の 無 機 リンを生 成
せ しめ る酵素 量を1unitと す る。 また比活度はた んば
く質1mg当 りのunitで 表示す る。
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 Phosphoglucomutaes活性 の 測 定:phosphogluc・
omutase活 性 の 測 定 は 次 の よ う に し て 行 な っ た 。
1.6×10『2Mのglucose-1-phosphate(pH 7.0)0.25 ml,
5×10脚6Mのglucose-1,6-diphosphate(pH 7.0)
0.25ml,酵 素 液0.5 mlを 混 合 し た も の を 反 応 液 と し
た 。 た だ し 酵 素 液 は あ らか じ め10-4MQMgC12を
含 む0・01MImidazol-HCI-buffer(pH 7.0)で 希 釈 し,
25。Cで10分 間prcincubationした も の を 使 っ た 。
25。Cで 反 応 さ せ,30%Trichloroacetic acid O.2 ml
を 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ た 。0。C,30分 放 置 後,遠 心
分 離 し て 上 清0.5m1を 集 め,カ セ イ ソ ー ダ で 中 和 し
た 。 つ ぎ に5N』2SO41m1を 加 え,水 で5mlと な し,
100。Cで3分 間 加 熱 後,冷 却 し てFiske-Subbarow法
昭和41年12月(1966年)
に より無機 リンを定量 した。
 上記反応条件下で10分 間に1μgの 無機 リンを 生成
せ しめる酵素量をIunitと す る。 また比活度は酵素
液のたんば く質1mg当 りのunitで 表示す る。
                121
 Phosphoglyceromutase活性 の 測 定:phosphogly-
ceromutase活性 は 次 の よ うに して 測 定 し た 。6.6×
10-2NT d,d-2-phosphoglyceric acid(pH 7.5)1.5m1,10-3M
d-2,3,-diphophoglyceric acid(pH 7.5)0.3ml,0.1iVI
Tris-HCI-buffer(pH 7.5)0.3 ml,酵 素 液0,3 ml,水
0.6mlを 混 合 し た 液 を 反 応 液 と す る 。25℃ で 反 応 を
行 な い,30go Trichloroacetic acid O.5 mlを 加 え て
反 応 を 停 止 さ せ た 。0。C,30分 放 置 後,遠 心 分 離 し て
上 清 液2.5mlを と り,カ セ イ ソ ー ダ0.5 mlを 加 え て
中 和 し た の ち,20ioモ リ ブ デ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム3ml
を 加 え,柳 本Spectropolarimeterを使 用 し て,光 路
10cmの セ ル で,波 長590 mμ に お け る 旋 光 度 を 測 定
し た 。 こ の 反 応 条 件 下 で10分 間 に1μmoleのd-3-
Phophoglyceric acidを 生 ぜ し め る 酵 素 量 を1unitと
一43一
す る。比活度ぱ酵素液のたんぽ く質1mg当 りのunit
で表示す る。
実験結果および考察
 第2表 お よび第3表 にphosphoglucomutase活 性の
変 化を示 した 。食餌 中のた んぽ く質含 量の 減少 につれ
て,コ リンの存 在す る場 合は,こ の酵 素 の活性が 増大
す る。 即 ちglucose-1-phosphateからglucose-6‐
phosphateへ の変 化の速度 が速 くな る と考 え られ る。
一 方 ,コ リン欠 乏の場合 は,こ の 酵 素 の 活 性 が低下
し,食 餌たんば く含量 の低 下に よ り同様活 性 の増 加が
起 るが,そ の量 は僅か であ る。25℃ の場 合 に 雄 と雌
を比較 す ると,す べて の飼 料につ い て雌 の酵 素活性が
雄 よ り高か った 。
 つ ぎにglucose-6‐phosphate→glucoseの酵 素 で
あ るglucose-6-phosphatase活性 の 変 化を調 べ た 結
果は 第4表 お よび 第5表 で あ る。 こ の 酵 素 もphos-
phoglucomutaseと 同様に食 餌 中のた ん ぱ く質含 量低
第2表 Phosphogluconlutase活 性 の変化(1)300C
体 重  肝 臓
(平均) (平均)
 9     9
蛋白質
 mg
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4950    30.3
6850    43.5
4700    28.0
10850    64.6
3925    24.Q
4870    32.3
5150    34.2





肝 臓 蛋白質 【蛋白質
(平均)酵 隷mg
 g  I ml   9
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表,第7表 であ るが,こ の場合は前2者 と異な り,そ
の活 性の変 化は み られな い。30。Cの 場合, B, B',
C,Cノ の場 合,活 性 の低 下 がみ られ,ス レナ ニ ン添
加 の場合に その活性 を回復 して い るよ うに み えるが,
250Cの 場合 にはB, Cで も活 性が 高 くな っ て お り,
昭和41年12月(1966年) 一q;5一
















































































































 Unit   Unit
     体重
(履蜘 9
11400157.a
12240  1 72.4
12100 1 67.4
10350165.7   1
14150  j 86.0
11000  1 79.2
11900  1 67.0
11300  '; 73.4
1000057.8
9190  i 63.3
第8表Phospho91yceromutase活 性 の 変 化(1>30。C
体 劃 肝 膨 蛋韻
(平均) i(平均)1抽誌
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これが ス レオ ニ ン添加 に関係す るか ど うか は この実験
よ り判定 で きない。fructase-1,6-diphosphataseの 活
性 は食餌 たんば く含量 お よび コ リン欠 乏に よ り影響 を
され難 い と考 え られ る。 この酵素活性 もまた 雌 の方が
つ よい。
 つ ぎに3炭 糖 系の解糖酵 素 と してphosphpglycero-
mutase活 性を測定 した結果 が第8表 お よび第9表 で
あ る。 この酵素 の活性は食餌 中 のたんば く質含 有量に
よって あ ま り影響 されず,コ リンの欠 乏に よる影響 も
少 な く,ま た雌 雄で酵素活性 に差が あ ると もいえなか
・った。
 各表 よ り明 らかな よ うに30℃ で飼育 した もの の酵
素 活性は,25℃ で飼育 した もの よ り低 い が,こ れ は
屠 殺前の飼 料 の摂取量が,30。C飼 育 では雄10～11g/
日,雌8～9g/日 であ るに反 して,250C飼 育 で は 雄
12.5～13.5g/日,雌11.5～12.5g/日と大 であ り,従 っ
て25℃ 飼育 群は糖摂取 量が多 く,糖 代 謝系酵 素が活
性 であ るため と思われ る。
 つ ぎに25%カ ゼイ ン飼料 ・コ リン添 加群 を標 準 と し
て100と し,そ の体重に対す る肝臓重量,肝 脂質量,
肝脂肪量,リ ン脂質量な らびに酵素活性を比較一覧表
としたものが第10表 および第11表 である。 この表 よ り
肝臓に脂肪が増大す る場合にはphosphoglucomutase
およびglucose-6-phosphataseの1舌 性が ましているこ
とが明らかである。そ して第11表 にみ られるように,
この脂肪の蓄積および両酵素の活性の増加は雄で顕著
             ユ 
に起 り,雌 では 僅かで あ る。前 報で示 した よ うに30℃
飼 育 の場合 で も肝脂肪 の蓄積 は雄 で 顕著 で あ っ た か
ら,本 実験 で は30。Cで は雌雄 を分け なか ったが,お
そ ら く同様雄に おけ る酵 素活性 の増加が 大 であ る と考
え られ る。
 一 方,第10表,第11表 にみ られ るよ うに コ リン欠 乏
食 で飼育 した場合に はphosphoglucomutase, glucose
-6-phosphataseの 活性の 増加 はほ とん ど起 こらな い。
一 方,肝 脂質含量 は増加 す る。 この こ とと,30℃ 飼
育 コ リン欠 乏食に よるB'♂,C捨, D'a群 の ネズ ミ
の発 死 とはなにか 関係が あ るの では なか ろ うか。
 一 方,3炭 糖解糖 系酵 素 で あ る phosphoglycero・
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utaseお よびfructose-1,6-diphosphatase活性 は 食
餌 たんぱ く含量 お よび コ リン欠乏 の影響 をほ とん ど受
けな い。
 す なわちペ ン トー ス サ イ ク ル へ の 導 入 口 に 当 る
91ucose-6-PhosPhateを 中心にphosphoglucomutase,
glucose・6・phosphatase,お よび本報告 で は測 定 しなか
ったが,glucose-6-phosphate dehydrogenase活 性が
食 餌た んば く含 量が低下 す るにつれてt大 す る。 この
酵素活 性の増 加が肝 脂肪の蓄積 してい るさいに大 きい
こ とは,ペ ン トースサ イ クルが活性化 して い るこ とを
示す もの であ る。
 また雌 と雄 を比 べ る と,雌 では この実験 の範 囲 のた
ん ば く質含 有量 では肝 脂質,肝 脂肪 の 蓄積 は 大 で な
く,p}iosphoglucomutase, glucose-6-phosphatase活                  1)




 た んぽ く質源 と して カゼイ ン25%,15°oお よび カゼ
イ ン9joに0.2%シ スチ ンを加えた もの,カ ゼ イ ン90p
に0.2joシ ス チ ンと0.2°oス レオ ニンを含み,充 分量 の
ビタ ミンを加 えた もの と,コ リンのみを欠 乏 させ た飼
料 群 で生後6週 お よび4週 の シ ロネズ ミを,4週 間飼
育 し,各 群 間 の肝 臓中 のphosphogiucomutase, glu-
cose-6-phosphatase, fructose-1,6-diphosphatase,
phosphoglyceromutase活 性 を比較 した。 その 結 果,
次 の結論 を得 た。
 (1)phosphoglucornutase活性お よびglucose-6-
phosphatase活 性 は食 餌中 のたんば く質含量 減 少に と
もな つて増加 す る。 この増 加は雄では著 し く,雌 では
僅か であ る。
 また この両酵 素の活性 は コ リン欠乏 に よ って低 下す
一4i一
る。
 (2)fructose-1,6,-diphosphataseおよ びpho -
phoglyceromutase活 性 はたんぱ く質含 量 お よび コ リ
ンの欠 乏に よ って本 実験の範 囲 では,ほ とん ど影響 さ
れ ない。
 (3)肝 臓 中の脂肪 の 蓄積 の 多 い も の はphospho-
glucomutaseお よびglucose-6-phosphataseの活性
 り し 
か 局 い 、,
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